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　　There　are　various　reports　on　denaturation　of　low　density　lipoproteins　（LDL），　arising　from　the
theory　that　macrophages　（Mdi）　phagocytize　denatured　LDL，　and　accumulate　cholesterol　in　the
vascular　wall　thereby　accelerating　arteriosclerosis．　LDL　peroxide　particularly　has　been　shown　to　be
present　in　vivo．　Ultracentrifugation　has　commonly　been　used　in　separating　lipoproteins．　Howener，
we　employed　high　performance　liquid　chromatography　（HPLC），　by　which　lipids　were　less　influen－
ced．　We　also　wished　to　study，　if　M　di　produced　active　oxygen　during　phagocytosis　of　LDL　peroxide
and　subsequently　examined　the　corelation　between　LDL　peroxide　and　arteriosclerosis．　The　results
are　as　follows．
　　1）　Serum　lipid　peroxide　levels　increased　depending　on　the　irradiation　time　during　UV　radiation．
　　2）　When　serum　separated　by　HPLC　was　monitored　with　cholesterol，　two　peaks　of　LDL　and　HDL
appeared．　These　two　peaks　showed　no　change　after　the　UV　radiation，　so　that　the　destruction　of　the
lipoprotein　particle　due　to　the　UV　radiaton　was　not　shown．　When　serum　was　monitored　with　lipid
peroxide，　no　peak　appeared　before　the　UV　radiation　indicating　lipid　peroxide　could　not　be　detected
by　the　HPLC　method．　After　the　UV　radiation，　two　peaks　of　lipid　peroxide　appeared　that　correspond－
ed　to　the　LDL　portion　and　the　HDL　portion．
　　3）　M¢　extracted　intraabdominally　from　rat　were　added　to　the　native　LDL（n－LDL）．　M　di
phagocytized　more　LDL　peroxide　than　n－LDL．　Active　oxygen　was　produced　in　greater　amounts
when　LDL　peroxide　was　added　than　that　produced　with　n－LDL．
　From　these　results　it　may　be　inferred　that　LDL　peroxide　tends　to　be　phagocytized　by　M　di　and
active　oxygen　produced　during　phagocytosis　further　accelarates　the　peroxidation　of　LDL．
緒 言
血清脂質の過酸化物である過酸化脂質値は心筋梗
塞1）．脳血管障害2）．閉塞性動脈硬化症3）などの動脈
硬化性疾患で同年齢の対照群より有意に高値であ
る．また糖尿病4）などの動脈硬化性疾患の発生頻度
（1992年1月20日受付，1992年2月18日受理）
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が高い疾患においても血清過酸化脂質値は上昇して
いることが報告されている．しかし，脂質の過酸化
が生体内でどのような機序で行われているかはいま
だ不明な点が多い．これは，過酸化を生じさせる各
種フリーラジカルの化学結合性がきわめて強く，産
生直後に瞬時にして周囲の脂質，酵素蛋白質などと
結合してしまい，フリーラジカルとして存在する時
間が短いためにフリーラジカルの測定が困難である
ことが原因と考えられている．しかし，フリーラジ
カル消去物質の存在は比較的容易に測定することが
できる．たとえば，過酸化脂質は八木法によりマロ
ンジアルデハイドとして，あるいはフリーラジカル
のNBT（ニトロブルーテトラゾリウム）やチトクロ
ームCの還元物質の量として間接的に測定するこ
とができるようになった．またフリーラジカルの除
去酵素であるSuperoxide　dismutase（SOD）活性な
ども測定が可能であり，近年様々な研究がなされて
いる．
　一方，動脈硬化性疾患の代表である虚血性心疾患
と脂質の関係を長年にわたり検討した　Framingh－
am　study5）は，血清コレステロールの増加が虚血性
心疾患を増加させるリスクファクターであることを
証明した最初の重要な疫学的報告である．また，粥
状動脈硬化の初期巣や黄色腫の組織中において，コ
レステロールエステルを大量に貧食した泡沫細胞が
認められることが指摘されているが，Gerrity6），
Faggiottoら7）によりこの泡沫細胞が単球由来のマ
クロファージ（Mφ）であることが明らかにされた．
さらに，Goldstein，　Brownら8）は血中のコレステロ
ールはリボ蛋白の形で血清中に存在するが，このリ
ボ蛋白が何らかの刺激により変性すると，Mφに存
在する変性LDLリセプターにより異物と認識さ
れ，Mφ内に貧食されることにより血中から除去さ
れる．このようにしてリボ蛋白すなわち脂質を多量
に貧食したMφは次第に泡沫化して血管内皮細胞
から血管内膜へと移動し，そこに脂質が沈着したい
わゆるfatty－plaqueを造る．さらにMφは種々の
Growth　factor（成長因子）や遊走因子を放出し，中
膜平滑筋の遊走や増殖などを促進するという説を発
表した．この変性LDLのスカベンジャー経路につ
いての仮説は，コレステロールと動脈硬化のinitia－
tion（初期変化）についての画期的な発見であった．
以後，リボ蛋白代謝と動脈硬化についての新たな知
見が続々と報告されるようになった．
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　では，この仮説の出発点でもある変性LDLは実
際に血中に存在するのであろうか．現在Mφ中の変
性リセプターに認識されるリボ蛋白として様々な変
性LDLが知られているが，これらのうちのほとん
どが勿碗zoの系で造られたものであり，実際血中
にどの程度存在し，どの程度動脈硬化の成因と関与
しているかは明確ではない．また，過酸化脂質と変
性LDLの一種である過酸化LDLとの関係につい
ての報告も少ない．そこで今回著者は過酸化は生体
内でどのようなメカニズムで生じるのかを検討する
目的で，（1）過酸化脂質のリボ蛋白上の局在同定方
法を検討するとともに，（2）過酸化LDL自身によ
る活性酸素の産生と脂質の過酸化の可能性について
検討した．
方 法
　1．過酸化脂質のリボ蛋白上の局在
　リボ蛋白の局在を知るため迅速でかつ微量でもリ
ボ蛋白中の過酸化脂質を定量できる方法としてOk－
azakiら9）の方法に準じて高速液体クロマトグラフ
ィー（HPLC）を用いた．　HPLCに用いたカラムは
ゲルカラムであり，粒子サイズによりリボ蛋白を分
離するものである．また分離後，各種反応酵素にて
脂質類を発色させて吸光度法にてその濃度を測定す
る反応液体高速クロマトグラフィーでもある．すな
わち，ゲルカラムG5000　PWXLとG3000　SWXL
（東洋曹達（株）東京）を直列に継ぎ，Elution　Buffer
（溶出液）（50mMol　Tris－HCI　Buffer＋0．1Mol
NaCl　pH　7．4）を流速0．5ml／minで流し，100μ1
の試料（血清またはLDL　10μ1をElution　buffer
にて10倍希釈したものを）を分離した．分離液は反
応槽に流れ，コレステロールはDeterminer－TC
555，過酸化脂質はDeterminer－LPO（協和メジッ
クス，東京）を反応液（流速0．3ml／min）として混
和し37℃にて15分間反応させた．次にコレステロ
ールは555nm，過酸化脂質は675　nmにて吸光度を
測定し，その吸光度をチャートに描き，吸光度パタ
ーンより過酸化脂質の局在を検討した（図一1）．
　標準として用いたLDLはHave1ら10）の方法に
準じてEDTA添加試験：管を用いて早朝空腹時に健
康人より採血した血清を用いた．直に血清にNaC1
とKBrにて比重を1．063に調整した比重液を加
え，超遠心器HITACHI　RP　65　（日立製作所，東
京）を用いて100，000g，12～15時間超遠心を行い
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図1HPLCによるリボ蛋白の分離
　　血清または分離したLDL　10μ1をTris・HCI
　　Bufferにて10倍希釈しHPLCに流す．粒子
　　サイズにより分離されたリボ蛋白を各脂質反応
　　液と反応させた後，その吸光度をチャートに描
　　く．
比重液より重い分画を採取した．さらに分離液を
Hanks液にて24時間透析したものを試料として用
いた．
　血清およびLDLの過酸化は殺菌用紫外線蛍光灯
（240nm）を用いて紫外線を6，12，24時間照射す
ることにより行った．
　血清およびLDLコレステロール，過酸化脂質は
それぞれDeterminer－TC　555，　Determiner－LPO
（協和メジックス，東京）のキットを用いて測定した．
　2．過酸化LDL、自身による活性酸素の産生の可
能性の検討
　好中球やMφのような食細胞は異物貧食時に
02一や・OHなどの活性酵素を生成することが知ら
れている．そこで，上記の方法で得られた過酸化
LDLがMφに貧食される際に活性酸素が生成され
るか否かについて検討した．Mφによる活性酸素産
生能は活性酸素によりルミノールが発光することを
利用し，その発光量から間接的に活性酸素の生成を
検討するChemiluminessens法を用いた．
　Mφは以下の方法を用いて採取した．Wistar系
雄性ラット（体重250～300g）の腹腔に1％のチオ
グリコー一一．ル酸（シグマ社，セントルイス，米国）2m1
を注入．4日目に断頭屠殺し，腹腔内にHanks液を
注入洗浄し，洗浄液中の赤血球を0．83％NH4C1に
て溶血させ，非赤血球部分を回収した．回収液は数
回生理食塩水にて洗浄器，シャーレあるいは化学発
光用試験管を用いRPMI　1640培地に細胞数2×106
個／m1になる様に播種し，5％CO2，95％0、下に
4～24時間培養した．培養後非付着細胞を取り除き，
シャーレや試験管に付着した細胞をMφとして実
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図2紫外線照射による過酸化脂質の変化
　　血清や超遠心法にて分離したLDLに紫外線を
　　照射すると時間依存性に過酸化脂質量は増加す
　　る．
験に供した．
　Mφにnative　LDLや過酸化LDLを120μg添加
し24時間培養した後，Oil　red－0にて染色し，　Mφ
に貧食されたLDLの量を確認した．
　化学発光量は以下の方法により測定した．上記の
方法にて得たMφ浮遊液を化学発光測定士試験管
内に0．4m1分注し4時間培養した後，試験管壁に付
着したMφにLDLまたは過酸化LDLをそれぞれ
30，60，120μg／mlの各濃度と共にルミノール液
（Luminol　solution：Luminol　1　ml　in　N－100　NaOH
（pH　9））と反応に必要なCa＋＋を含んだHEPES
bufferなどを添加し，化学発光測定機Lumi－
photomater（ラボサイエンス社，東京）を用いてル
ミノール発光量をrlu（relative　light　unit）として
経時的に測定した．また，各々の発光は30分程度で
終了するため，発光量の総和はLDL添加より30分
までの発光量を積算して求めた．
結 果
　1．過酸化脂質のリボ蛋白上の局在について
　1）紫外線による過酸化脂質の生成（図一2）
　紫外線照射前の血清および超遠心法により分離し
たLDL中のLDL濃度はそれぞれ，181±42　mg／dl，
221±79mg／d1であった．また過酸化脂質量はそれ
ぞれ3．0±0．6nMol／ml，3．8±1．2nMol／mlであっ
たが，過酸化脂質量は紫外線を照射すると両群とも
時間依存性に増加した．
　2）HPLCによるリボ蛋白の分離（図一3）
　コレステロールモニター一一による血清およびLDL
の紫外線照射前後のHPLC分離パターンを図一3に
示す．血清では30分および37分に2つの大きなピ
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O　1’T　30　45（min）
　a．UV照射前の血清
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O　15　30　45（mln）
　c．UV照射後の血清
。　1‘T　3tn　4’T（min）　O　1’T　30　45（min）
　b．UV照射前のLDL　　　　　　　d．　UV照射後のLDL
図3紫外線照射前後のコレステロールモニター
　　30分にLDL，37分にHDLのピークを認めた．紫外線照射後にもピーク
　　出現時間やパターンには変化が見られず，紫外線照射後にもリボ蛋白粒子
　　の重合などはみられない事が確認された．
o
6　hr
12hr
24hr
o
12　hr
24　hr
o　lb　30　45（mln）　O　15　30　45（min）
　　a．UV照射前後の血清　　　　　b．　UV照射前後のLDL
図4　紫外線照射前後の過酸化脂質モニター
　　紫外線照射前には血清（a），超遠心法にて分離したLDL（b）は共に過酸
　　化脂質は検出されなかった．しかし，照射時間が長くなるに連れ過酸化さ
　　れた脂質分画のピークが出現する．
一クを認めた．30分のピークはLDL単独を試料に
用いた時において認められるピークと出現時間が同
じであることよりLDLであることが確認された．
したがって，37分のピークはLDLよりも粒子サイ
ズの小さいHDLであろうと考えられた．また，紫
外線照射後のピーク出現時間は照射前と変化なかっ
た．
　3）過酸化脂質のリボ蛋白上の局在（図一4）
　コレステロールの分離パターンよりリボ蛋白分画
が決定されることを利用して過酸化脂質のリボ蛋白
（4）
1992年5月 調；過酸化脂質の局在と過酸化LDL貧食時のMφ活性酸素産生能 一　477　一
、蓬簸，
纏転’
麹i．
　　　　　　　　　　　　　　慰t一山L
Li．
　　写真1マクロファージによる脂質の貧食
，、璽
藩・
1鍮．
Mφ内に貧食された脂質をOil　red－0染色にて赤色に染色した．細胞内に脂質は
native　LDL（写真左）より過酸化LDL（写真右）の方が多く，過酸化LDLはMφ
に貧食されやすいことが確認された．
上での局在を検討した．
　分析に用いた血清やLDL量は少量のため，紫外
線照射前には本HPLC法では過酸化脂質の検出は
困難であった．しかし，紫外線を12時間以上照射し
た血清では30分と37分に二峰性の過酸化脂質ピー
クが出現した．このうち，30分に出現したピークは
血清をコレステロールでモニターした時に認めた
LDLによるピーク出現時間に一致し，37分のピー
クはHDLによるピーク出現時間と一致しているこ
とから，2つのピークはそれぞれ血清中のLDL，
HDLに含まれる脂質成分が過酸化されたものと考
えられた．LDLに紫外線を12時間照射した後の過
酸化脂質モニターでは30分に頂値を持つ蕪蒸性の
パターンが出現した．過酸化脂質のピーク値は紫外
線照射時間が長くなるに連れ増加し，HPLCのパタ
ーンの上からも紫外線照射時間依存性にLDLの過
酸化が生じていることが確認された．
　2．過酸化LDL自身による活性酸素の産生の可
能性
　ラットより採取したMφの培養液中にLDL，過
酸化LDLを添加し，24時間培養後Oil　red－O染色
するとMφに貧食された脂質が赤色に染色される
（写真一1）．添加LDL量は一定にもかかわらず，写
真から判るように過酸化LDL添加時にはMφ内の
脂質量は多く，過酸化LDLはnatiVe　LDL添加時
よりMφに貧食されやすかった．
　次に，MφがLDLを貧食する時に発生する活性
酸素を経時的に検討した（図一5）．LDL添加量は
native　LDL，過酸化脂質LDL共に60μgと一定で
あるが，過酸化LDL添加時は7～8分類大量に活性
酸素が産生され，いわゆるoxigen－burst状態が続
き，約30分で消失している．しかし，native　LDL
添加時にはこのようなoxigen－burst状態は認めら
れなかった．MφよるLDL貧食時の活性酸素量を
添加LDLの量により検討してみると（図一6），LDL
も過酸化LDLも共にの濃度依存性に活性酸素生成
は増加するが，60μg／m1，120μg／m1添加時には過
酸化LDLの方がnative　LDLより有意に化学発光
量は多かった．
考 察
最近，フリーラジカルあるいは活性酸素と炎症，
（5）
一　478　一 東京医科大学雑誌 第50巻第3号
　（rlu）
　O．3
化
学
発。・2
光
量
　O．1
d
y一’
一一〇””’”q’
’“，
と、
一一 Z一一ﾟ酸化LDL
→一 kDL
　0　　　2　6　9　12　15　18　21　24　27　30　　　　　　　　時　　　間　　　　　　　　（・h）
図5　MφのLDL貧食時の化学発光量の時間経過
　　過酸化LDLでは10分前後で発光量が最高と
　　なり，15分で低下し始め約30分で消失する，
　　native　LDLでは明かなピークはみられない．
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癌，変性疾患などの関わりが明らかになりつつある．
活性酸素は反応性が高いため種々の代謝過程で産生
されるとただちに周囲の物質，例えば細胞膜や遺伝
子，酵素，脂質などと結合し，これらの生理的機能
や立体構造を障害，ひいては細胞の破壊や遺伝子の
破壊をもたらすものと考えられている．また，プリ
ーラジカルや過酸化脂質と老化あるいは動脈硬化と
の関係は以前より注目されていた．1984年，
Harmanii）はフリーラジカルから老化あるいは老
人性疾患を考えるfree　radical　diseaseという概念
を提唱している．彼の報告では，直接そのメカニズ
ムは明かにはされていないが，過酸化脂質を血管内
に投与すると血管内皮細胞が剥離され動脈硬化の
initiationとなるとの報告12）もある．このように過
酸化脂質は生体内で生じたフリーラジカルの反応物
質であり，動脈硬化や老化の引金になっている可能
性が高い．しかし，生体内にはこれらのフリーラジ
カルから身を守るべき機構が備わっており，SOD
（スーパーオキシドジスムターゼ）やCatalase（カ
タラーゼ），GSH－peroxidase（グルタチオンパーオ
キシダーゼ）などの多くのフリーラジカルの除去酵
素（抗酸化酵素）や，それ自体が過酸化されること
より周囲にフリーラジカルの影響を与えないように
する抗酸化物（カルチノイド類，ビタミンC，α一ト
コフェロールとその類似物質，ユビキノンなど）が
知られている．
　さて，脂質はリボ蛋白粒子として血中に存在する
が，その比重によるカイロミクロン，VLDL（超低比
重リボ蛋白），LDL（低比重リボ蛋白），IDL（中比重
リボ蛋白），HDL（高比重リボ蛋白），　VHDL（超高
比重リボ蛋白）あるいは電気泳動のパターンからα
　O　30　60　120（，ig／mo　　　　　　　LDL添加量
図6　Mφの化学発光量と脂質添加量
　　native　LDL，過酸化LDL共に添加量依存性に
　　化学発光量は増加する．また，過酸化LDL添
　　平時の発光量はnative　LDL添加時より多い．
リボ蛋白，βリボ蛋白，プレβリボ蛋白などに分類さ
れる．それぞれのリボ蛋白は脂質成分としてコレス
テロール，中性脂肪，リン脂質などを含有している．
一方，我々が通常測定している血清過酸化脂質は全
てのリボ蛋白を含む血清中の過酸化脂質を測定して
おり，各リボ蛋白における過酸化脂質の局在につい
ての報告13－15）は少なく，また一定の見解は得られて
いない．すなわち，VLDLからHDLまで広く分布
するという報告から，LDLには過酸化脂質が30％
しか存在しないとする報告，あるいは80％存在する
という報告など様々である．その理由としてリボ蛋
白の分離方法は超遠心法や電極法あるいはアポ蛋白
抗体 よるアフィニティカラムなどの操作手順が複
雑であり，溶解液や比重液などが影響している可能
性が考えられ，分離されたリボ蛋白がすでにこれら
の過程で過酸化されている可能性も否定できない．、
今回，著者が用いたHPLCによるリボ蛋白分画の分
離法は採血からリボ蛋白の分離まで60分程度で終
了し人工的な過酸化は生じないと考える．しかし今
回の方法では測定感度が低く，試料血清10μ1にお
けるリボ蛋白の分離は可能でもさらにその中の過酸
化脂質を測定するには至らなかった．しかし，血清
に紫外線を照射すると血清中の過酸化脂質は時間依
存性に増加した．また，紫外線照射後のピーク出現
時間は照射前と変化なかったことより，紫外線照射
によるリボ蛋白粒子の破壊や重合などは認めないと
考えられた．増加した過酸化脂質LDL中の脂質の
過酸化がその大部分を占めることが判明した．この
結果は，HDLよりLDLの方が過酸化を受けやすい
ことによるのか，LDLの方がHDLより含有脂質量
（6）
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が多いために過酸化脂質量が多くなるのかは不明で
ある．
　さて，このような過酸化LDLを含めて変性LDL
がin　vivoでどのような過程で生成されているかと
いうことについての明確な報告は少ない．アセチル
化しDL16）が報告されてから，高血糖状態に超時間
暴露されることにより形成される糖化LDL17），アラ
キドン酸の中間代謝物であるマロンジアルデハイド
（MDA）と反応させたMDA－LDL18）．アルコール摂
取時に生成されるアセトアルデヒドにて変性する
LDL19）などの変性LDLなどが勿協％oの実験で報
告されている．過酸化LDLはLDLを培養血管内
皮細胞とインクベーションしたり，Fe2＋，　Fe3＋と接
触させたり，紫外線を照射することにより作成され
る．その生成過程の初期にはまず，脂質部分が過酸
化されることによりホスホリパーゼA2が働いてリ
ン脂質の2位のアシル基を切断し，この過程が形成
される過酸化脂肪酸が蛋白質（特にアポB）のリジ
ン基を修飾するといわれている20）．アセチルLDL
などの変性LDLはいずれもin　vitroの実験での報
告であり，生体内での存在が疑問視されているのに
対し，過酸化LDLはWHHLウサギの粥状動脈硬
化巣に存在することがモノクロナール抗体を用いて
証明21）されており，粥状動脈硬化巣の形成・進展に
大きく関与していると考えられている．
　従来，勿痂。でLDLは血管内皮細胞22），平滑筋
細胞23），白血球24），血小板25）からの活性酸素によっ
て過酸化されやすいことが知られている．今回我々
の検：討ではMφが過酸化LDLを貧食するに伴い活
性酸素が産生されていることが確認されており，
Mφが産生する活性酸素もLDLの過酸化を促して
いる可能性が考えられた．
　以上より，次のようなことが想定される．LDLが
変性（特に過酸化）されるとMφの生食能は非常に
促進され，Mφは変性したLDLを倉食する．その
結果Mφは泡沫化し，最終的には細胞は破壊して組
織中にコレステロールが蓄積すると同時に平滑筋増
殖因子等を発生し，血管中膜の増加を来す．一方，
変性LDLを貧食する過程において，　Mφは活性酸
素を産生するが，この活性酸素は内皮細胞を障害し
脂質の透過性を増したり，血小板の凝集を促進する
などして動脈硬化を促進する．さらに，活性酸素は
周囲のLDLの過酸化を促して新たに過酸化LDL
を産生し，Mφによる過酸化脂LDL減食をさらに
促進するという可能性が考えられた．このように，
過酸化LDLはMφに貧食されやすいばかりでな
く，Mφが貧食する際に産生する活性酸素がLDL
の過酸化をさらに促進するという悪循環が形成され
る可能性が考えられ，動脈硬化の進展に大きく関わ
っていると考えられた．
結 語
　1）HPLCを用いることにより，微量の血清中のリ
ボ蛋白分画分離が可能であった．
　2）血清中の過酸化脂質は紫外線の照射時間依存性
に増加した．
　3）過酸化LDLは正常なLDLよりマクロファー
ジに貧食され易かった．
　4）マクロファージが過酸化LDLを貧食するさい
にはnative　LDL貧食時より多くのフリーラジカル
が発生した．
　5）以上より，過酸化LDLの産生にはマクロファ
ージによる異物貧食時の活性酸素の関与が考えられ
た．
　本論文の要旨の一部は昭和62年度および平成2
年度日本動脈硬化学会冬季大会，第9回日本肥満学
会にて発表した．
　本研究を終えるにあたり終始ご指導ご鞭云いただ
いた伊藤久雄教授に深謝いたします．また，直接に
懇篤なる御指導を頂きました植木彬夫講師，荒川敬
先生，教室の牧野ゆかり嬢，野本さい子嬢に心より
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